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Resumo 
 
Objetivo: Verificar se a varicocele em adolescentes causa um aumento na taxa de 
fragmentação de DNA dos espermatozóides. Verificar se há uma alteração sazonal na 
expressão de proteínas seminais e em espermatozóides de touros europeus (Bos 
taurus taurus). Métodos: O estudo foi dividido em duas etapas. Para o estudo em 
humanos, 20 adolescentes com varicocele e 20 adolescentes sem varicocele foram 
incluídos no estudo, e colheram amostras seminais após 2-4 dias de abstinência 
ejaculatória. As amostras foram analisadas quanto à motilidade, morfologia e 
concentração dos espermatozóides, e foi verificada a taxa de fragmentação de DNA 
nos espermatozóides. Para o estudo em bovinos, 12 touros colheram amostras 
seminais durante o verão e o inverno e a expressão das proteínas Fas, osteopontina, 
prostaglandina D-sintetase, glutationa S-transferase µ1, heat shock protein 70 e heat 
shock protein 90 foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida e Western 
blotting tanto no plasma seminal quanto no pellet de espermatozóides. Resultados: 
Nos adolescentes, não houve diferença quanto à qualidade seminal. Apesar disto, 
quando comparados aos adolescentes sem varicocele, adolescentes com varicocele 
apresentaram menor porcentagem de espermatozóides com DNA íntegro (28% e 48%, 
respectivamente, p<0,0001) e uma maior porcentagem de espermatozóides com DNA 
fragmentado (20% e 6% respectivamente, p<0,0001). Nos touros, de todas as 
proteínas analisadas, houve resposta apenas para osteopontina e prostaglandina D-
sintetase no plasma seminal, e para osteopontina, heat shock protein 70 e Fas no pellet 
de espermatozóides. Apenas a osteopontina a 55kDa no plasma seminal apresentou 
menor nível de expressão durante o verão quando comparado com o inverno (1,4 
vezes mais alto, p=0,047). Conclusão: Adolescentes com varicocele apresentam 
níveis mais elevados de fragmentação de DNA em espermatozóides do que 
adolescentes sem varicocele mesmo sem apresentarem alteração seminal. Touros 
europeus apresentam uma diminuição no nível de osteopontina no plasma seminal 
durante o verão. Esta diminuição não é acompanhada por alteração no nível de 
prostaglandina D-sintetase no plasma seminal ou de osteopontina, Fas e heat shock 
protein 70 em proteínas extraídas de espermatozóides. 
 
Palavras Chaves: Resposta a choque térmico, Varicocele, Dano ao DNA, Ensaio em 
cometa alcalino, Eletroforese em gel de poliacrilamida. 
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1. Introdução 
  
 Para atingir a paternidade, indivíduos do sexo masculino necessitam 
produzir milhões de espermatozóides por dia. Em humanos a produção diária 
média é de 4,4x106 espermatozóides por grama de testículo, e em bovinos 
aproximadamente 13x106 espermatozóides por grama de testículo. Para tanto, 
a espermatogênese deve ser extremamente eficiente e ao mesmo tempo 
seletiva, para evitar a produção de espermatozóides com alterações 
morfológicas, funcionais e genéticas (1). 
 A produção e maturação de espermatozóides (espermatogênese) é um 
processo complexo de diferenciação celular que dura em torno de 74 a 76 dias 
em humanos e 57 dias em bovinos. Inicialmente, uma espermatogônia 
primordial (Ad) sofre uma mitose, uma das células-filha repõe a célula-mãe e a 
outra passa por duas a seis mitoses (dependendo da espécie) até formar a 
espermatogônia B, cujas células-filhas (espermatócitos primários) iniciam a 
meiose. Esta fase da espermatogênese ocorre no compartimento basal entre 
as células de Sertoli e a lâmina basal. As células de Sertoli formam entre si 
ligações do tipo tight-junction, e o resto das células germinativas (nas fases 
mais adiantadas da meiose e após a meiose) residem no compartimento 
adluminal. Como estas células estão isoladas do fluxo sangüíneo testicular, 
dependem exclusivamente das células de Sertoli para seus requerimentos 
nutricionais e hormonais. No compartimento adluminal os espermatócitos 
secundários passam por alterações morfológicas ao terminar a meiose e 
assumem o formato de espermátides redondas, passam a um formato mais 
alongado e, finalmente, formam o espermatozóide maduro (1). 
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 Apesar dos motivos serem pouco esclarecidos, a maioria dos mamíferos 
requer uma temperatura mais baixa para manter uma espermatogênese normal 
(2). Mais especificamente, em humanos esta temperatura é de até 3ºC abaixo 
da temperatura corpórea (3), enquanto em bovinos pode variar de 4-5ºC abaixo 
da temperatura corpórea (4). Sugere-se que esta temperatura mantenha um 
nível metabólico mais baixo e permita a oxigenação da linhagem germinativa 
sem a necessidade de níveis muito elevados de oxigênio, o que poderia 
contribuir para a geração excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs), 
moléculas de oxigênio providas de um elétron despareado e danosas às 
células de Leydig, Sertoli, células germinativas jovens e espermatozóides 
maduros (2,5,6). Ainda, a manutenção de um fluxo sangüíneo mais reduzido 
(porém ainda fisiológico) poderia levar ao desenvolvimento de mitocôndrias 
com sistema enzimático mais preparado para a alta eficiência (competição) no 
trato reprodutor feminino (7). 
 Existem alguns fatores que contribuem para a regulação da temperatura 
testicular na maioria dos mamíferos, dentre os quais se destacam (i) a 
presença de um escroto pendular e da musculatura dartos, o que permite o 
distanciamento do testículo do abdômen e diminui a temperatura testicular, (ii) 
a presença de grande quantidade de glândulas sudoríparas, (iii) um sistema 
vascular específico, onde as artérias testiculares entram no testículo a partir da 
região externa, facilitando o contato de sangue arterial com um ambiente 
resfriado, mantendo uma temperatura homogênea em todo o órgão, e (iv) o 
plexo pampiniforme, onde as veias testiculares eferentes (com sangue a uma 
temperatura mais baixa) se enovelam em torno das artérias testiculares 
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aferentes, contribuindo para o resfriamento do sangue arterial antes de sua 
entrada no testículo (2,8). 
 Está bem estabelecido que o aumento de temperatura testicular pode 
alterar, prejudicar ou até mesmo inibir a espermatogênese em humanos, 
animais de produção e animais de laboratório (1,2,9,10,11,12). Em humanos, 
até mesmo a atividade diária pode determinar aumento de temperatura 
testicular, e é estimado que cada 1ºC de aumento na temperatura testicular 
pode levar à perda de até 40% na concentração de espermatozóides no 
ejaculado (13). Em bovinos, a insulação testicular experimental leva a uma 
série de alterações testiculares e na qualidade dos espermatozóides 
ejaculados (14), e touros de linhagem européia (Bos taurus taurus), cuja 
capacidade de termorregulação testicular é reduzida, quando criados em 
ambiente de alta umidade e temperatura apresentam elevação nos níveis de 
peroxidação lipídica mesmo com níveis mais elevados de atividade de 
glutationa peroxidase, o que segundo os autores indicada excesso de EROs 
nestes animais (15). Em modelo animal, a exposição aguda de testículos de 
camundongos (43ºC, 15 minutos) leva a um aumento na expressão do Fas, um 
receptor de membrana pró-apoptótico, e a uma diminuição na expressão de 
Bcl-2, uma proteína anti-apoptótica presente na membrana mitocondrial 
externa. Ao mesmo tempo, os autores observaram uma diminuição no peso 
testicular a partir do terceiro dia pós-estímulo, atingindo em torno de 50% do 
peso após 14 dias (12). 
 Todavia, os mecanismos pelos quais a hipertermia testicular afeta a 
espermatogênese não estão ainda completamente elucidados. Já está bem 
estabelecido que, ao contrário do que ocorre em outros tecidos, o aumento da 
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temperatura testicular não leva a um aumento concomitante no fluxo sangüíneo 
capilar (16,17) a não ser que este aumento seja bem acima da temperatura 
corpórea. A perda ou alteração na capacidade termorregulatória escrotal, e a 
conseqüente aproximação da temperatura testicular à temperatura corpórea 
(abdominal) são eventos que potencialmente elevam o metabolismo testicular 
sem oferecer o aporte sangüíneo necessário para este aumento no 
requerimento nutricional de oxigênio. A conseqüência mais óbvia é a 
instauração de um quadro de hipóxia, o que por sua vez leva a um excesso na 
produção de EROs (a geração de um estado de hipóxia leva a um aumento na 
produção e liberação do ânion superóxido (O2-) produzido nas mitocôndrias, e a 
partir de então se dá o início da cascata oxidativa [19]), e assim a todos os 
efeitos oxidativos delas provindos (2,18).  
 Desse modo, e apesar de existirem ainda poucas informações em 
relação aos mecanismos de lesão gonadal dependentes de temperatura em 
humanos e bovinos, está bem demonstrado que quando a temperatura 
testicular se aproxima da temperatura abdominal, seja de maneira aguda ou 
crônica, são observadas alterações importantes tanto na histologia do testículo 
quanto na qualidade dos espermatozóides ejaculados (1,2,9,10,11,12,13,14, 
15). A hipertermia testicular leva tanto à diminuição de fertilidade em homens 
(impacto social) quanto em animais de produção (impacto econômico). 
Portanto, é importante compreender os mecanismos deletérios da hipertermia 
testicular associados a ambos os casos.  
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1.1 Hipertermia testicular e infertilidade masculina em humanos 
 
 Em torno de 15% dos casais em idade reprodutiva são inférteis e não 
conseguirão atingir a paternidade sem auxílio médico específico, sendo que o 
fator masculino está presente em até 50% destes casos (20). Uma das 
principais causas de infertilidade masculina é a varicocele (21,22), 
classicamente descrita como a dilatação anormal e inversão de fluxo 
sangüíneo nas veias espermáticas internas no plexo pampiniforme, o que leva 
à perda ou disfunção no resfriamento do sangue arterial pelo mecanismo de 
contracorrente (23). Sua prevalência na população masculina adulta varia de 
15% a 25%, podendo chegar a 35% na infertilidade primária, ou até 81% na 
infertilidade secundária (21,22). 
 A varicocele está associada a uma série de alterações na qualidade 
seminal. Em um estudo com 9.034 homens em 34 centros de 24 países 
diferentes compilado pela Organização Mundial da Saúde (OMS), foi verificado 
que 25,4% de homens com alteração nos valores do espermograma 
apresentaram varicocele palpável, enquanto apenas 11,7% de homens 
normozoospérmicos apresentaram varicocele. Além disto, pôde ser verificada 
uma associação entre varicocele e diminuição de volume testicular, qualidade 
seminal e disfunção nas células de Leydig, levando à conclusão de que a 
varicocele está claramente associada com a disfunção testicular e a 
infertilidade (24). 
 A varicocele geralmente é mais importante do lado esquerdo, e seus 
efeitos podem ocorrer mais precocemente neste lado (25). Quanto ao 
diagnóstico, a varicocele pode ser classificada como grau I (dilatação do 
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cordão espermático palpável apenas com a manobra de Valsalva), grau II 
(dilatação do cordão espermático facilmente palpável com o paciente em 
posição ortostática, demonstrando acentuado enchimento venoso durante a 
manobra de Valsalva) e grau III (dilatação volumosa do cordão espermático 
facilmente visível com o paciente em posição ortostática e ectasia intensificada 
durante a manobra de Valsalva) (26). As três razões para explicar a 
patogênese da varicocele comumente descritas na literatura são: (i) drenagem 
venosa, (ii) ausência de válvulas nas veias espermáticas internas e (iii) 
evolução de postura. 
 A drenagem venosa difere bastante entre o testículo direito e o esquerdo 
(10). Enquanto a veia espermática interna direita desemboca em ângulo 
oblíquo na veia cava inferior, uma veia de grande calibre, a veia espermática 
interna esquerda desemboca em ângulo reto na veia renal esquerda (de menor 
calibre) (27). Além disto, a veia espermática interna esquerda transcorre um 
percurso mais longo e tortuoso, o que contribui ainda mais para o aumento da 
pressão venosa retrógrada (26). Ainda em relação às singularidades 
anatômicas, no percurso da veia renal esquerda em direção à veia cava 
inferior, ela atravessa o ponto de ramificação da artéria aorta abdominal para a 
mesentérica superior, o que gera um pinçamento intermitente a cada 
movimento sistólico. Este pinçamento também gera uma pressão venosa 
retrógrada, num efeito conhecido como “efeito quebra-noz” (28). 
 Além das singularidades anatômicas vasculares no lado esquerdo, e 
mais relacionado à patogênese da varicocele em ambos os lados, um estudo 
envolvendo a dissecção anatômica das veias espermáticas internas de 
cadáveres com e sem varicocele demonstrou que enquanto homens sem 
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varicocele apresentam inúmeras válvulas, estas não são encontradas em 
homens com varicocele (29), o que confere à perda dos mecanismos anti-
refluxo um papel chave na determinação da varicocele. Por fim, a evolução 
para uma postura bípede pode ter levado a uma exacerbação na pressão 
venosa retrógrada, o que por sua vez pode ter sobrepujado os mecanismos 
valvulares anti-refluxo (30). 
 Como conseqüência, a varicocele pode ser caracterizada por estase 
venosa, estresse térmico, hipóxia e acúmulo de metabólitos tóxicos no testículo 
(31), apesar de que a principal causa de infertilidade associada à varicocele 
parece ser a hipertermia testicular (32), uma vez que pode levar à parada de 
maturação das células germinativas (11). Além disto, a varicocele também 
eleva os níveis de EROs e as taxas de apoptose, tanto nos testículos quanto 
no sêmen (33,34). O estresse oxidativo seminal e alteração na apoptose de 
células germinativas no testículo são duas causas importantes de aumento na 
porcentagem de espermatozóides com fragmentação de DNA (35,36,37). Por 
sua vez, isto é uma das causas de infertilidade masculina (35), confirmado pelo 
fato de que taxas elevadas de fragmentação de DNA levam a taxas mais 
baixas de fertilidade, tanto em ciclos in vivo quanto in vitro (36,38,39). 
Atualmente, a importância da taxa de fragmentação de DNA dos 
espermatozóides como fator determinante na infertilidade masculina tem sido 
cada vez mais descrita (35,36,37,38,39). Existem vários testes disponíveis para 
determinar a taxa de fragmentação de DNA em espermatozóides, dentre os 
quais se destacam o Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (40), o terminal 
deoxynucleotydil transferase(TdT)-mediated, deoxyuracil triphosphate (dUTP) 
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nick end-labeling (TUNEL) (41) e a eletroforese de célula única em gel de 
agarose (ensaio Cometa) (42). 
O SCSA utiliza a citometria de fluxo e se baseia na propriedade 
metacromática do laranja de acridina, um corante de DNA com pico de 
excitação em 488nm (laser de íons de argônio) que ao se ligar ao DNA em fita 
dupla emite uma fluorescência verde (515-530nm), mas quando ligado a DNA 
em fita simples emite uma fluorescência alaranjada (~590nm). No teste os 
espermatozóides são submetidos a uma solução ácida (pH=1,2), e em seguida 
corados (40). Como durante o alongamento das espermátides as histonas 
nucleossomais são substituídas por protaminas, que conferem ao DNA uma 
forma compacta (1), espermatozóides com emissão alaranjada apresentam um 
DNA menos compacto e mais suscetíveis a danos no trato reprodutor feminino 
(40). Ainda assim, o SCSA apresenta uma alta correlação com os outros dois 
testes (43). 
O princípio do TUNEL é a polimerização de bases dUTP marcadas em 
fragmentos 3’OH presentes em fragmentos de DNA causados principalmente 
por endonucleases (41). Geralmente o TUNEL marca fragmentação de fita 
dupla, potencialmente mais negativa aos resultados de fertilização (44), mas 
pode marcar alguns fragmentos de fita simples. Como é classicamente utilizado 
para marcar estágios finais de apoptose (41), o TUNEL levanta a questão 
importante de como explicar a presença de espermatozóides com sinais claros 
de apoptose porém vivos no ejaculado. 
Por fim, o ensaio Cometa alcalino avalia a fragmentação em fita total dos 
espermatozóides, e portanto é o teste mais sensível para avaliar estágios 
iniciais de fragmentação de DNA (42,45). O teste se baseia na eletroforese do 
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DNA dos espermatozóides, onde fragmentos menores ou mais freqüentes são 
deslocados distâncias maiores nos géis (42). Como avalia fragmentação inicial, 
o teste tem sido amplamente utilizado em ensaios de toxicidade celular e 
reparo enzimático em quase todos os tipos celulares de eucariotos (46) e sua 
escolha é bastante fundamentada para avaliar efeitos iniciais de lesões, como 
no caso da varicocele em adolescentes. 
 Como a varicocele apresenta um padrão progressivo de dano ao 
parênquima testicular (21,22), é interessante compreender como o início da 
hipertermia testicular poderia afetar a qualidade seminal. A varicocele inicia 
com o início da puberdade, e já pode ser detectada a partir dos 10 anos de 
idade (47). A varicocele em adolescentes pode levar a danos na lâmina basal 
peritubular (ainda que não tão graves quanto em adultos) (48), e já foram 
demonstrados níveis elevados de óxido nítrico e de peroxidação lipídica de 
espermatozóides em adolescentes com varicocele, o que demonstra que 
mesmo pacientes jovens já apresentam alterações ligadas à varicocele (49). 
 Assim, levando em consideração que os efeitos da varicocele são 
progressivos, levam a alterações importantes na qualidade seminal (50) e 
causam uma diminuição ipsilateral no volume testicular (51), é importante saber 
se a varicocele já pode determinar desde o início um aumento na taxa de 
fragmentação de DNA em fita total dos espermatozóides ou se este aumento 
também é progressivo. 
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1.2 Hipertermia testicular e diminuição da fertilidade em bovinos. 
 
 A temperatura testicular em bovinos deve ser mantida de 4-5ºC abaixo 
da temperatura corpórea, e o aumento da temperatura testicular leva a uma 
série de alterações seminais cuja conseqüência é a diminuição da fertilidade do 
touro, com grande impacto econômico na cadeia produtiva da pecuária de leite 
e de corte (4,15). Em condições tropicais, touros de linhagem européia (Bos 
taurus taurus) apresentam menores taxas de fertilidade do que touros de 
linhagem zebuína (Bos taurus indicus) (52). 
 O sistema de produção leiteira nos Estados Unidos da América (EUA) 
utiliza, dentre as técnicas de reprodução assistida, a inseminação artificial, para 
facilitar a difusão de material genético e acelerar a pressão de seleção de 
características genéticas desejadas, além de evitar a transmissão de doenças 
e transpor barreiras geográficas (53). Neste aspecto, cada potencial reprodutor 
é selecionado, passa por um teste de progênie e, sendo aprovado, passa a 
coletar sêmen de 2 a 3 vezes por semana, com 2 a 3 coletas em cada dia de 
processamento, sendo o investimento inicial para cada touro que atinge este 
ponto estimado em aproximadamente US$1 milhão (Kaproth, M – comunicado 
pessoal). Como o estresse térmico leva à perda progressiva da capacidade de 
produção de espermatozóides (4,15), é importante compreender os 
mecanismos pelos quais a hipertermia testicular contribui para a perda de 
potencial reprodutivo em bovinos (2,5,6,14,15). 
 Segundo Amann (1989), os pré-requisitos para um espermatozóide ser 
considerado fértil são: estrutura normal de seus componentes funcionais vitais, 
vias metabólicas para produção de movimento e para manutenção de 
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potenciais de membrana, microambiente iônico e pH, motilidade para caminhar 
até o oócito e penetrá-lo, presença de proteínas de sobrevivência contra o 
ambiente hostil do trato reprodutivo da fêmea e respostas adequadas aos 
estímulos recebidos do trato reprodutivo da fêmea, proteínas essenciais para o 
reconhecimento e fusão do espermatozóide com zona pelúcida e membrana 
vitelina, enzimas acrossomais em suas formas inibidas ou de pró-enzimas até o 
momento da capacitação, membranas acrossomal e plasmática passíveis de 
fusão, o momento correto para a maturação e capacitação, e DNA estável que 
possa descondensar no momento da fertilização (54). 
 Assim, a fertilização envolve uma série de interações protéicas entre o 
espermatozóide, o meio e o oócito (55), e o estudo de proteínas que participem 
na determinação de eventos relacionados à fertilização, resposta ao estresse 
térmico e oxidativo e marcadoras de fertilidade têm ganho campo na pecuária, 
uma vez que apenas o estudo das variáveis seminais clássicas (motilidade, 
morfologia e concentração) permite poucas inferências quanto à real 
capacidade de fertilização de um ejaculado (54,55). 
 Neste contexto, o estudo de proteínas-chave que participam dos vários 
eventos celulares relacionados à apoptose, ao estresse oxidativo e térmico e à 
fertilidade pode caracterizar melhor este quadro. 
 Algumas candidatas são: 
• Fas: o Fas (CD95) é um receptor de membrana da família do fator de 
necrose tumoral. Quando acoplado ao seu ligante (Fas ligante), este 
complexo ativa uma série de proteínas em cascata que culmina na 
apoptose (56). Há um aumento na expressão do Fas em testículos de 
camundongos submetidos ao estresse térmico testicular agudo (12), 
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enquanto em humanos foi verificada uma maior expressão do Fas em 
pacientes com alteração na qualidade seminal (57).  
• HSP70 e HSP90: em resposta ao estresse térmico as células 
testiculares passam a sintetizar um grupo de proteínas celulares 
altamente conservadas, chamadas de heat shock proteins (HSP) 
(58,59). Em humanos, as HSP70 e 90 são expressas em células 
germinativas, de Sertoli e de Leydig durante o período neonatal, em 
espermatócitos e espermátides redondas após a puberdade, além de 
uma discreta expressão da HSP90 em espermatogônias (60). Estas 
proteínas funcionam como chaperones moleculares, fornecendo às 
células e às outras proteínas celulares um mecanismo de proteção 
contra a degradação durante eventos de estresse térmico e oxidativo 
(61).  
• GST: a quantidade excessiva de EROs pode ser eliminada através de 
mecanismos enzimáticos ou não enzimáticos (62,63,64,65,66). Dentre 
os mecanismos antioxidantes enzimáticos se destaca o sistema 
glutationa – glutationa S-transferase – glutationa peroxidase (67). As 
glutationas da família S-transferase (GSTs) têm um papel importante na 
regulação do estresse oxidativo no trato reprodutivo (68). Assim, a 
expressão aumentada de algumas GSTs poderá promover uma melhor 
defesa contra o estresse oxidativo, e mais especificamente a GSTM1 
(glutationa S-transferase µ1) parece ser uma das mais importantes 
relacionada à espermatogênese (69,70). 
• PGDS e OPN: as proteínas também podem servir como marcadores 
bioquímicos no plasma seminal (71). Gerena et al., 1998, identificaram 
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em touros uma proteína de 26-kDa associada à fertilidade denominada 
prostaglandina-D sintetase independente de glutationa (PGDS), sendo 
expressa em maior quantidade em touros com alto potencial fértil (72). 
Sorrentino et al., 1998, descreveram que a PGDS é uma molécula 
importante na função testicular e epididimária e que muito 
provavelmente está envolvida na espermatogênese e na maturação 
espermática (73). Além disto, Killian et al., 1993, identificaram outra 
proteína de 55-kDa como marcadora de alta fertilidade em touros (74). 
Cancel et al., 1997, a identificaram como osteopontina-k bovina (OPN) 
(75). Não se sabe ao certo qual a função desta proteína no trato 
reprodutivo, apesar de serem sugeridas funções como proteção do 
epitélio das vesículas seminais e glândulas ampulares (76) bem como 
adesão através do domínio de ligação RGD (77). A OPN, assim como a 
PGDS, pode estimar a fertilidade do indivíduo. 
Finalmente, como os efeitos do estresse térmico podem potencialmente 
causar diminuição de potencial reprodutivo em touros (2,5,6,14,15,52), e como 
a avaliação seminal clássica não permite grandes inferências sobre esta 
capacidade (54,55), é importante conhecer como alguns mecanismos protéicos 
de morte celular, resposta ao estresse térmico, resposta ao estresse oxidativo 
e marcadores de fertilidade participam nestes eventos. 
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2. Objetivo 
  
 Para responder sobre os efeitos do estresse térmico testicular na 
gametogênese masculina, este estudo foi dividido em dois objetivos: 
 
2.1. Verificar se adolescentes com varicocele apresentam uma maior taxa 
de fragmentação de DNA de espermatozóides quando comparados a 
adolescentes sem varicocele; 
2.2. Verificar como se comporta a expressão das proteínas Fas, HSP70, 
HSP90, GSTM1, PGDS e OPN em plasma seminal e espermatozóides 
de touros de raça européia (Bos taurus taurus) durante o verão e o 
inverno. 
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3. Método 
  
 Este estudo foi realizado com o apoio de um programa da 
Coordenadoria de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 
denominado Programa de Doutorado com Estágio no Exterior (PDEE) (nº do 
processo: 1293-03-6), e foi dividido em duas etapas: estudo do efeito da 
varicocele na taxa de fragmentação de DNA de espermatozóides em 
adolescentes e estudo da variação sazonal da expressão de proteínas em 
plasma seminal e espermatozóides de touros. O estudo foi aprovado pelo 
comitê de ética em pesquisa da Unifesp (nº do processo 1041/03). 
 
3.1 Efeito da varicocele na taxa de fragmentação de DNA de 
espermatozóides em adolescentes 
 
O estudo do efeito da varicocele na taxa de fragmentação de DNA dos 
espermatozóides em adolescentes foi realizado no Laboratório de Reprodução 
Humana da Disciplina de Urologia, Departamento de Cirurgia na Escola 
Paulista de Medicina/Universidade Federal de São Paulo (Unifesp). Todos os 
reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), a 
não ser quando descritos. 
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3.1.1 Desenho do estudo e constituição dos grupos 
 
 Foi realizado um estudo prospectivo com dois grupos de pacientes. O 
grupo de estudo foi constituído por 20 adolescentes (idade entre 15 e 17 anos) 
com varicocele grau II ou III. Um grupo de 20 adolescentes sem varicocele 
(idade entre 15 e 17 anos) constituiu o grupo controle. A varicocele foi 
diagnosticada por um único urologista através de palpação escrotal em uma 
sala com temperatura controlada (>23ºC), e a avaliação do volume testicular foi 
realizada com o auxílio de um orquidômetro de Prader. Os adolescentes foram 
selecionados a partir de um estudo epidemiológico realizado na Disciplina 
Urologia, Departamento de Cirurgia da Unifesp (78). 
 Os critérios de inclusão foram a presença de varicocele grau II ou III uni 
ou bilateral para o grupo de estudo e ausência de varicocele palpável após a 
manobra de Valsalva para o grupo controle em indivíduos de estágio de 
maturidade sexual Tanner IV ou V. Os critérios de exclusão foram doenças 
urogenitais prévias, leucocitospermia e doenças sistêmicas ou tratamentos que 
poderiam potencialmente levar a alterações testiculares, como febre nos 90 
dias anteriores à coleta do sêmen, câncer (e quimio ou radioterapia) e 
endocrinopatias.  
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3.1.2 Análise seminal 
 
 As amostras seminais foram colhidas por masturbação após um período 
de abstinência ejaculatória de 2 a 4 dias. Após a liquefação do sêmen, a 
análise foi realizada segundo os critérios do manual da Organização Mundial 
da Saúde (1999) (20), e a morfologia segundo o critério estrito de Kruger (79). 
Os valores de normalidade foram: motilidade progressiva (a+b) ≥ 50%, 
concentração de espermatozóides ≥ 20x106/mL e morfologia > 14% de formas 
normais (anexo 1). 
 
3.1.3 Avaliação da taxa de fragmentação de DNA 
 
 Para determinar a taxa de fragmentação de DNA foi utilizado o ensaio 
Cometa alcalino em amostras seminais a fresco segundo Donnelly et al. (2000) 
(45) com algumas modificações. Lâminas de microscópio (Precision Glass 
Line, China) foram pré-tratadas com 1mL de agarose de ponto de fusão normal 
(NMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 1% (p:v) em TBE 
(8,9mM Tris base, 8,9mM borato e 2mM Na2-EDTA, GE Healthcare, Amersham 
Place, Inglaterra) no dia anterior ao estudo. O sêmen foi diluído em agarose de 
ponto de fusão baixo (LMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 
0,75% (p:v) em TBE para ajustde de concentração para 1x106/mL, e 100µL 
desta diluição foram adicionados a uma lâmina pré-tratada e coberta com uma 
lamínula de vidro de 24x50mm (Perfecta, China) e as lâminas foram deixadas 
em geladeira a 4ºC por 20 minutos para solidificação do gel. As lamínulas 
foram em seguida retiradas e as lâminas recobertas com solução de lise (2,5M 
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NaCl, 100mM Na2-EDTA, 10mM Tris, pH=11,0, 2% Triton X-100, 10mM DTT) 
por 1 hora. 
 Após a lise, as lâminas foram lavadas com água Milli-Q (Millipore, 
Billerica, EUA) por 5 minutos para remover o excesso de sais, e colocadas em 
uma cuba de eletroforese (Hoeffer 33, GE Healthcare, Amersham Place, 
Inglaterra), recobertas com uma solução alcalina para separação das fitas de 
DNA (300mM NaOH, 1mM Na2-EDTA, pH>13,0) por 20 minutos. Após este 
período, foi realizada a eletroforese nesta mesma solução alcalina em uma 
tensão de 3V/cm entre os eletrodos e uma intensidade de corrente de 150-
300mAmp por 20 minutos. Após a eletroforese, as lâminas foram lavadas com 
TBE por 15 minutos e coradas com uma solução de 20µg de brometo de etídeo 
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) por mL de TBE durante 15 minutos. Em seguida, 
as lâminas foram lavadas com TBE (3 vezes de 5 minutos) para remover 
coloração inespecífica e avaliadas em um microscópio óptico Nikon TE400 
(Nikon Inc., Japão) equipado com módulo de epifluorescência, lâmpada de 
mercúrio de 100W e um filtro de excitação de 510-560nm, espelho dicróico de 
565nm e barreira de 590nm (filtro G-2A, Nikon Inc., Japão). 
 No total, 200 células foram avaliadas em um aumento de 400x, e 
classificadas em classe I (sem fragmentação de DNA), II (pouca fragmentação 
de DNA), III (fragmentação moderada de DNA) ou IV (DNA altamente 
fragmentado) (figura 1). 
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Figura 1. Imagem representativa de ensaio cometa alcalino em 
espermatozóides de adolescentes com varicocele, com células grau I (I), grau II 
(II), grau III (III) e grau IV (IV). Microscopia de epifluorescência em aumento de 
400x, capturado em filme de cromo (Fuji Provia 100). Tempo de exposição de 1 
segundo. Abaixo: imagens individuais de cada classe. 
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3.2 Efeito da variação sazonal da expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros. 
 
O estudo da variação sazonal da expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros foi realizado no John O. Almquist 
Research Center (JOARC), do Department of Dairy and Animal Sciences da 
Pennsylvania State University, em State College, Pensilvânia, EUA. As 
amostras de sêmen foram coletadas de 15 touros reprodutores com o uso de 
vagina artificial, e na própria central de inseminação (Genex) foram avaliadas 
quanto à qualidade seminal, congeladas in natura em criotubos em nitrogênio 
líquido (-196ºC) e enviadas em tanques com vapor de nitrogênio (temperatura 
máxima = -70ºC) ao JOARC. Os touros eram coletados duas vezes por 
semana, duas vezes em cada dia no verão, e três vezes por semana, duas 
vezes em cada dia no inverno. 
As variáveis seminais avaliadas foram volume ejaculado, concentração de 
espermatozóides, contagem total de espermatozóides e motilidade dos 
espermatozóides. Quanto à motilidade, a central de inseminação classificou as 
amostras em S (≥65% de células com motilidade progressiva) e N (<65% de 
células com motilidade progressiva). No laboratório, as amostras foram 
congeladas e mantidas em congelador a –70ºC. 
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3.2.1 Desenho do estudo 
 
 Foi realizado um estudo prospectivo pareado com touros europeus (Bos 
taurus taurus) mantidos em centrais de inseminação durante o verão e o 
inverno. As temperaturas variam de -25ºC a 5ºC durante o inverno, e de 25ºC a 
40ºC durante o verão. As amostras de verão e de inverno foram avaliadas no 
mesmo gel, para diminuir a variação inter-ensaio.  
 
3.2.2 Processamento das amostras 
 
 As amostras foram descongeladas e o plasma seminal separado dos 
espermatozóides. Para tanto, os tubos contendo as amostras foram 
centrifugados (3.000g, 15 minutos), e o plasma seminal (sobrenadante) 
transferido para tubos de microcentrífuga (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A 
separação das proteínas foi realizada por eletroforese unidimensional em gel 
de poliacrilamida com desnaturação por SDS (1D SDS-PAGE) segundo 
Laemmli (1970) (80).  
 
3.2.3 Eletroforese unidimensional de proteínas - plasma seminal 
 
 O tubo com plasma seminal foi centrifugado a 10.000g por 30 minutos a 
4ºC para remover impurezas e debris celulares. Em seguida, a concentração 
de proteína total foi verificada através do método proposto por Lowry et al. 
(1951) (81). A um volume de amostra contendo 200µg de proteína total foi 
adicionado volume de solução de lise (62.5mM Tris-HCL, pH 6.8, 2% dodecil 
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sulfato de sódio [SDS], 5% β-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,002% azul de 
bromofenol) para completar 80µL. Esta amostra foi aquecida em água em 
ebulição durante 3 minutos, e em seguida as amostras foram separadas por 1D 
SDS-PAGE (80) em géis com gradiente de densidade de 10% a 17%. 
 
3.2.4 Eletroforese unidimensional de proteínas - espermatozóides 
 
 Após a remoção do plasma seminal, o pellet de espermatozóides foi 
lavado 3 vezes em PBS (130mM NaCl, 7mM Na2HPO4, 3mM NaH2PO4, 
pH=7,4) com 1mM PMSF a 4ºC (centrifugação a 3.000g, 15 minutos), para a 
remoção de resíduos de plasma seminal. Em seguida, uma alíquota contendo 
5x106 espermatozóides foi ressuspendida em 100 µL de tampão de lise 
segundo Pixton et al. (2004) (7M uréia, 2M tio-uréia, 1% CHAPS [BioRad, 
Hercules, EUA], 1% n-octil glicopiranosida, 18mM ditiotreitol, 0,5% amfólito 3-
10 [BioRad, Hercules, EUA], 0,0005% azul de bromofenol, 2,4mM PMSF) (82) 
para separação por 1D SDS-PAGE (80) em géis de 13x21cm com gradiente de 
densidade de 10% a 17%. 
 
3.2.5 Western blotting 
 
 Após a eletroforese unidimensional foi realizada a técnica do Western 
blot para identificação das proteínas Fas, HSP70, HSP90, GSTM1, PGDS e 
OPN. Para tanto, as proteínas foram transferidas para membranas de 
nitrocelulose (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) utilizando o sistema 
semi-seco Multiphor II (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) (71,74). 
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Em seguida as membranas foram incubadas em solução de bloqueio (10mM 
Na2HPO4, 0,5M NaCl, 0,5% Tween 20, pH=7,2, 5% HINGS [soro de cabra 
inativado pelo calor], 3% BSA fração VI) a 4ºC de um dia para o outro em um 
agitador orbital. 
 Todas as etapas de incubação com anticorpo foram realizadas a 4ºC. 
Após o bloqueio, as membranas foram incubadas na mesma solução de 
bloqueio adicionada do anticorpo primário contra as proteínas-alvo e incubados 
de 2 a 4 horas, em uma diluição 1:1000 a 1:10.000, de acordo com testes 
realizados no laboratório. Após a incubação, as membranas foram lavadas 
(3x20 minutos) em solução própria (10mM Na2HPO4, 0,5M NaCl, 0,5% Tween 
20, pH=7,2), e em seguida incubadas com o anticorpo secundário apropriado 
em solução de bloqueio em uma diluição 1:5.000 a 1:10.000 por 60 minutos. O 
anticorpo secundário apresenta uma peroxidase conjugada (horseradish 
peroxidase [HRP]), o qual reage com luminol e emite estímulo luminoso 
(quimiluminescência). 
 As membranas foram então incubadas em solução de 
quimiluminescência (ECL Plus – GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 
por 60 segundos e expostas a filmes de raio-X em sala escura (o tempo de 
exposição depende da quantidade de proteína, e foi padronizado previamente 
para cada anticorpo). Após a revelação, as imagens dos filmes foram 
digitalizadas em scanner (resolução de 600 pontos por polegada [dpi], 
monocromático) e gravadas como arquivos de alta resolução (arquivo tiff sem 
compactação). 
Para a análise densitométrica dos sinais de banda para cada proteína foi 
utilizado o programa Quantity-One (BioRad, Hercules, EUA), e os resultados 
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calculados para pico de intensidade, área do sinal e intensidade total (pico x 
área). Os resultados foram avaliados de maneira pareada, inverno x verão. 
 
3.3 Análise estatística 
 
3.3.1 Efeito da varicocele na taxa de fragmentação de DNA de 
espermatozóides em adolescentes 
 
Para o estudo dos adolescentes com varicocele, inicialmente foi 
verificada se as amostras eram homocedáticas e apresentavam normalidade 
dos resíduos. Caso não obedecessem estas premissas, os dados foram 
transformados utilizando a função logarítmica. As variáveis motilidade, 
concentração e morfologia dos espermatozóides, idade, volume testicular 
direito, volume testicular esquerdo, cometa classe I, cometa classe II, 
cometa classe III e cometa classe IV foram comparadas através do teste T de 
Student. Foi adotado um α de 5%. 
 
3.3.2 Efeito da variação sazonal da expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros. 
 
Para a comparação da qualidade seminal foi realizado o teste T de 
Student para amostras pareadas para as variáveis volume ejaculado, 
concentração e contagem total. As três variáveis foram transformadas pela 
função logarítmica para apresentarem distribuição homocedática e normalidade 
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dos resíduos. A variável motilidade foi comparada através do teste de Qui-
quadrado. 
Para o estudo do efeito sazonal na expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros, a variável intensidade de sinal foi 
adotada como melhor demonstração da expressão de cada proteína. Os 
valores foram calculados como a proporção entre a expressão durante o 
inverno sobre a expressão durante o verão (intensidade de sinalinverno/ 
intensidade de sinalverão), e o valor foi comparado através do teste T de Student 
para uma única amostra contra o valor de 1. Foi adotado um alfa de 5%. Foram 
verificadas também possíveis correlações entre as proporções de expressão 
das proteínas. 
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4 Resultados 
  
4.1. Efeito da varicocele na taxa de fragmentação de DNA de 
espermatozóides em adolescentes 
 
4.1.1 Análise seminal, idade e exame físico 
 
Na composição do grupo de estudo (adolescentes com varicocele), 12 
adolescentes apresentaram varicocele grau II à esquerda e grau I à direita; 2 
apresentaram varicocele grau II à direita e grau II à esquerda; e 6 
apresentaram varicocele grau III à esquerda e grau I à direita. Os resultados de 
idade, análise seminal e avaliação de volume testicular estão apresentados nas 
tabelas 1 e 2 e na figura 2. Não houve diferença entre os grupos nas variáveis 
motilidade, concentração e morfologia dos espermatozóides, idade e volume 
testicular direito. O volume testicular esquerdo foi menor nos adolescentes com 
varicocele (p=0,009). Não houve diferença entre o volume testicular direito e o 
esquerdo no grupo controle (p=0,905), mas o volume testicular esquerdo foi 
menor do que o direito nos adolescentes com varicocele (p=0,033) (anexo 2, 3 
e 4). 
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Tabela 1. Comparação de idade, concentração de espermatozóides e 
motilidade e morfologia dos espermatozóides entre pacientes com 
varicocele (grupo de estudo, n=20) e sem varicocele (grupo controle, 
n=20). 
 Grupo  varicocele 
Grupo  
Controle p 
Idade (anos)    
Média; DP 16,1; 0,3 16,1; 0,7 0,717 
IC 95% [16; 16,2] [15,7; 16,4]  
Concentração (x106/mL)    
Média; DP 78,4; 17,4 85,8; 24,7 0,303 
IC 95% [70,3; 86,5] [74,2; 97,4]  
Motilidade (% progressivos)    
Média; DP 56,5; 8,7 60,3; 15,2 0,479 
IC 95% [52,5; 60,5] [53,2; 67,3]  
Morfologia (% normais)    
Média; DP 9,5; 4 10; 4 0,695 
IC 95% [7,6; 11,4] [8,1; 11,9]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
 
 
 
Tabela 2. Comparação de volume testicular direito e esquerdo entre 
pacientes com varicocele (grupo de estudo, n=20) e sem varicocele 
(grupo controle, n=20). 
 Grupo  varicocele 
Grupo  
Controle p 
Volume testicular direito (mL)    
Média; DP 18,5; 4,0 19,4; 3,8 0,459 
IC 95% [16,3; 20,3] [17,6; 21,1]  
Volume testicular esquerdo (mL)    
Média; DP 15,9; 3,3 19,2; 4,1 0,009* 
IC 95% [14,4; 17,4] [17,3; 21,1]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
* - diferença significativa (p<α) 
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Figura 2. Gráfico do volume testicular em adolescentes com 
varicocele (n=20) e sem varicocele (n=20). A barras de erro indicam o 
intervalo de confiança de 95% da média. 
 
 
a,c – p=0,459 
c
b,d – p=0,009 
a,b – p=0,033 
c,d – p=0,905 abd
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4.1.2 Taxa de fragmentação de DNA 
 
 Os resultados de taxa de fragmentação de DNA estão apresentados na 
tabela 3 e na figura 3. Adolescentes com varicocele apresentaram uma menor 
porcentagem de espermatozóides com DNA íntegro (classe I, p<0,0001) e uma 
maior porcentagem de espermatozóides com DNA fragmentado (classe III, 
p=0,0003; classe IV, p<0,0001). Não houve diferença apenas na porcentagem 
de células classe II. 
 
Tabela 3. Comparação da taxa de fragmentação de DNA nuclear de 
espermatozóides de adolescentes com varicocele (n=20) e sem 
varicocele (n=20). 
 Grupo  varicocele 
Grupo  
controle p 
Cometa grau I (%)    
Média; DP 27,5; 10,7 47,6; 7,7 <0,0001* 
IC 95% [22,5; 32,5] [44,0; 51,2]  
Cometa grau II (%)    
Média; DP 32,5; 7,2 35,3; 3,9 0,133 
IC 95% [29,2; 35,8] [33,5; 37,1]  
Cometa grau III (%)    
Média; DP 20,4; 9,0 11,4; 5,6 0,0003* 
IC 95% [16,2; 24,6] [8,7; 14,0]  
Cometa grau IV (%)    
Média; DP 19,6; 10,7 5,7; 2,4 <0,0001* 
IC 95% [14,6; 24,6] [4,6; 6,9]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
* - diferença significativa (p<α) 
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Figura 3. Gráfico da comparação de valores de taxa de 
fragmentação de DNA de espermatozóides entre adolescentes com 
varicocele (n=20) e sem varicocele (n=20). * - diferença significativa 
(p<α). 
 
5,7
19,611,4
20,4
35,3
32,5
47,
27,5
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%
Controle Varicocele
Grupo
es
pe
rm
at
oz
ói
de
s
6
Cometa I
Cometa II
Cometa III
Cometa IV
*
*
*
*
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 31
4.2. Efeito da variação sazonal na expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros. 
 
4.2.1 Análise seminal 
 
 No total, 12 touros colheram amostras durante o verão e o inverno. Na 
central de inseminação eram coletadas as informações de volume ejaculado, 
concentração de espermatozóides e motilidade dos espermatozóides. A 
variável contagem total de espermatozóides foi composta pela multiplicação 
entre a variável volume ejaculado e concentração de espermatozóides. Os 
resultados da análise seminal seguem na tabela 4. 
 
Tabela 4. Comparação da qualidade seminal em touros europeus (Bos taurus 
taurus) mantidos em centrais de inseminação durante o verão e o inverno 
(n=12). 
 Grupo  Verão 
Grupo  
Inverno p 
Motilidade (% S [≥65%])    
Freqüência 58,3 58,3 1,0 
IC 95% [44,1; 72,5] [44,1; 72,5]  
Volume (mL)    
Média; DP 6,9; 2,5 5,2; 2,1 0,147 
IC 95% [5,3; 8,4] [3,9; 6,6]  
Concentração (x106/mL)    
Média; DP 1260,6; 594 885,6; 445 0,014* 
IC 95% [883,2; 1638] [603; 1168]  
Contagem Total (x109)    
Média; DP 8,4; 6 5,3; 4,2 0,049* 
IC 95% [4,6; 12,3] [2,6; 8]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
* - diferença significativa (p<α) 
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4.2.2 Efeito sazonal na expressão de proteínas em plasma seminal e 
espermatozóides de touros 
 
De todos os anticorpos utilizados foi verificada reação das proteínas 
osteopontina e prostaglandina D-sintetase no plasma seminal e Fas, 
osteopontina e heat shock protein 70 em pellet de espermatozóides. 
 
4.2.2.1 Plasma seminal 
 
• Osteopontina 
Foram observadas duas bandas reativas ao anticorpo anti-osteopontina 
bovina em plasma seminal, uma banda mais intensa com peso molecular de 
~55kDa e outra banda com peso molecular de ~41kDa (figura 4). Os 
resultados de intensidade de sinal para ambas as bandas estão 
apresentados na tabela 5. Houve uma maior expressão da banda de 55kDa 
no plasma seminal dos touros durante o inverno (p=0,047). 
 
 
Figura 4. Gel representativo de proteínas do plasma seminal de touros 
europeus (Bos taurus taurus) durante o verão (V) e o inverno (I) marcadas com 
anticorpo anti-osteopontina bovina. 
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Tabela 5. Comparação da expressão de osteopontina em 
plasma seminal de touros europeus (Bos taurus taurus) 
durante o verão e o inverno. 
 Inverno/Verão p 
Osteopontina 55kDa (n=11)   
Média; DP 1,43; 0,58 0,037* 
IC 95% [1,03; 1,82]  
Osteopontina 45kDa (n=9)   
Média; DP 1,47; 1,3 0,302 
IC 95% [0,49; 2,45]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
* - diferença significativa (p<α) 
 
 
• Prostaglandina D-sintetase 
Foi observada uma banda de ~26kDa reativa ao anticorpo anti-
prostaglandina D-sintetase bovina em plasma seminal (figura 5). Os 
resultados de intensidade de sinal estão apresentados na tabela 6. Não 
houve diferença em intensidade de sinal da prostaglandina D-sintetase 
entre amostras de verão e inverno (p=0,153). 
 
 
Figura 5. Gel representativo de proteínas do plasma seminal de touros 
europeus (Bos taurus taurus) durante o verão (V) e o inverno (I) marcadas com 
anticorpo anti-prostaglandina D-sintetase bovina. 
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Tabela 6. Comparação da expressão de prostaglandina D-sintetase em 
plasma seminal de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão e 
o inverno. 
 Inverno/Verão p 
Prostaglandina D-sintetase 26kDa (n=11)   
Média; DP 0,97; 0,61 0,153 
IC 95% [0,56; 1,38]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
 
 
 Houve uma correlação forte (>0,7) entre a proporção (inverno:verão) de 
expressão de osteopontina de 55kDa e de prostaglandina D-sintetase 
(tabela 7). 
 
Tabela 7. Correlação entre as proporções de expressão (inverno:verão) 
de osteopontina e prostaglandina D-sintetase em plasma seminal de 
touros europeus (Bos taurus taurus). 
 Prostaglandina D-sintetase 
Osteopontina 55kDa  
Coeficiente de correlação (Pearson) 0,722 
P 0,012* 
* - significativo 
 
 35
4.2.2.2 Pellet de espermatozóides 
 
• Fas 
Foi observada uma banda de ~45kDa reativa ao anticorpo anti-Fas em 
pellet de espermatozóides (figura 6). Os resultados de intensidade de sinal 
estão apresentados na tabela 8. Não houve diferença na intensidade de 
sinal do Fas (p=0,146). 
 
 
Figura 6. Gel representativo de proteínas extraídas de espermatozóides de 
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão (V) e o inverno (I) 
marcadas com anticorpo anti-Fas. 
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Tabela 8. Comparação da expressão de Fas em espermatozóides de 
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão e o inverno. 
 Inverno/Verão p 
Fas 45kDa (n=8)   
Média; DP 1,21; 0,36 0,146 
IC 95% [0,91; 1,51]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
 
 
 -45kD
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• Osteopontina 
Foram observadas bandas de 85, 55 e 41kDa reativas ao anticorpo anti-
osteopontina bovina em pellets de espermatozóides (figura 7). Os 
resultados de intensidade de sinal estão apresentados na tabela 9. Não 
houve diferença na intensidade de sinal da osteopontina em nenhum peso 
molecular ou considerando a soma da intensidade dos três. 
 
 
Figura 7. Gel representativo de proteínas extraídas de espermatozóides de 
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão (V) e o inverno (I) 
marcadas com anticorpo anti-osteopontina bovina. 
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Tabela 9. Comparação da expressão da osteopontina em 
espermatozóides de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão 
e o inverno. 
 Inverno/Verão p 
Osteopontina 85kDa (n=9)   
Média; DP 1,50; 1,12 0,248 
IC 95% [0,56; 2,44]  
Osteopontina 55kDa (n=9)   
Média; DP 1,20; 0,99 0,553 
IC 95% [0,44; 1,96]  
Osteopontina 41kDa (n=9)   
Média; DP 1,08; 0,38 0,543 
IC 95% [0,79; 1,38]  
Osteopontina 85+55+41kDa (n=9)   
Média; DP 1,28; 0,85 0,357 
IC 95% [0,62; 1,93]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
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• Heat shock protein 70 
Foi observada uma banda de ~70kDa reativa ao anticorpo anti-HSP70 em 
pellet de espermatozóides (figura 8). Os resultados de intensidade de sinal 
estão apresentados na tabela 10. Não houve diferença na intensidade de 
sinal da HSP70 (p=0,364). 
 
Figura 8. Gel reppresentativo de proteínas extraídas de espermatozóides 
de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão (V) e o inverno (I) 
marcadas com anticorpo anti-HSP70. 
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Tabela 10. Comparação da expressão de HSP70 em espermatozóides de
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verão e o inverno. 
 Inverno/Verão p 
Heat shock protein 70 (n=9)   
Média; DP 0,92; 0,26 0,364 
IC 95% [0,72; 1,12]  
DP – Desvio padrão 
IC95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
 
 Houve uma correlação forte (>0,7) entre a proporção (inverno:verão) de
expressão deHSP70 e de osteopontina de 55kDa, 41kDa e de osteopontina
total. Houve também uma tendência de correlação entre a proporção de
expressão de HSP70 e Fas (tabela 11). -70kD 
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Tabela 11. Correlação entre as proporções de expressão (inverno:verão) 
de HSP70, Fas e osteopontina em pellet de espermatozóides de touros 
europeus (Bos taurus taurus). 
 Heat shock protein 70 
Osteopontina 55kDa  
Coeficiente de correlação (Pearson) 0,808 
p 0,008 
Fas  
Coeficiente de correlação (Pearson) 0,729 
p 0,063 
* - significativo (p<α) 
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5. Discussão 
  
 A espermatogênese requer uma temperatura testicular mais baixa do 
que a corpórea na maioria dos mamíferos (2), e a aproximação da temperatura 
testicular à temperatura abdominal leva a uma série de alterações tanto na 
qualidade seminal (1,2,9,10,11,12,13,14) quanto na expressão de proteínas 
relacionadas à apoptose e à resposta ao estresse térmico (12,58,59). No 
presente estudo foram verificadas algumas alterações tanto em adolescentes 
com varicocele quanto em bovinos durante o verão, as quais serão discutidas 
abaixo. 
 
5.1. Efeito da varicocele na taxa de fragmentação de DNA de 
espermatozóides em adolescentes 
 
O conhecimento sobre mecanismos celulares de redução de fertilidade 
associados à varicocele ainda é escasso. Sabe-se que pacientes com 
varicocele apresentam uma perda progressiva de qualidade seminal e de 
volume testicular ipsilateral (50,51), e a presença de varicocele determina taxas 
elevadas de fragmentação de DNA nuclear de espermatozóides em adultos 
(35). 
A varicocele leva à estase venosa no testículo, o que resulta em 
estresse térmico, hipóxia e acúmulo de metabólitos tóxicos no órgão (31). O 
início da varicocele pode ocorrer a partir dos 10 anos de idade (47), e a 
prevalência da doença aos 15 anos de idade já é a mesma encontrada em 
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adultos (51). O estudo das alterações associadas à varicocele em adolescentes 
pode aumentar a compreensão dos mecanismos iniciais de lesão gonadal. 
Neste estudo, os adolescentes com varicocele não apresentaram 
diferença estatística de adolescentes sem varicocele quanto à concentração, 
motilidade e morfologia dos espermatozóides. Em um estudo maior de 
características clínicas de adolescentes com varicocele, foi observada uma 
diminuição importante na contagem total de células móveis no ejaculado de 
adolescentes com varicocele grau III, mas esta diferença não foi observada em 
adolescentes com varicocele grau II (78). Adultos com varicocele geralmente 
apresentam uma qualidade seminal inferior a adultos sem varicocele (50,51), o 
que demonstra os efeitos progressivos da lesão. Por outro lado, como nem 
todo adulto com varicocele é infértil, nem todo adolescente com varicocele irá 
apresentar esta diminuição de qualidade seminal. Assim, é importante definir 
outros aspectos não restritos ao espermograma convencional, principalmente 
quando forem explicadas as opções terapêuticas aos pacientes. 
Neste estudo, o volume testicular esquerdo dos adolescentes com 
varicocele foi menor tanto do que o volume do seu testículo contralateral 
quanto do volume testicular esquerdo de adolescentes sem varicocele. Isto 
pode ser explicado pela maneira diferente pela qual a varicocele se estabelece 
em cada testículo (10,25,26,27,28). Como a varicocele leva a uma perda 
progressiva de parênquima testicular (24), e seus efeitos se iniciam mais 
intensamente e precocemente no testículo esquerdo (25), a assimetria 
testicular é um resultado esperado. Além disto, Sawczuk et al. (1993) 
demonstraram esta presença de assimetria testicular em indivíduos púberes do 
sexo masculino com varicocele à esquerda (25), e Bertolla et al. (2006), em um 
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estudo envolvendo 360 adolescentes, demonstraram que 41,7% de 
adolescentes com varicocele grau II e 51,9% de adolescentes com varicocele 
grau III apresentaram assimetria testicular por diminuição do volume testicular 
esquerdo, enquanto esta assimetria foi observada em apenas 11% dos 
adolescentes sem varicocele (p<0,0001) (78).  
 Um aspecto que tem ganhado espaço na literatura é o estudo de 
fragmentação de DNA de espermatozóides e sua associação com a 
infertilidade masculina (35,36,38). Saleh et al. (2003) demonstraram níveis 
mais elevados de descondensação de cromatina em homens adultos com 
varicocele, quando comparados com homens sem varicocele, medidos pelo 
SCSA (35). No presente estudo, adolescentes com varicocele apresentaram 
níveis mais elevados de fragmentação em fita total de DNA, avaliados pelo 
ensaio Cometa alcalino. Os índices de células classes III e IV no ensaio 
Cometa foram mais elevados no grupo de adolescentes com varicocele, e os 
índices de células classe I mais baixos. 
 Existem três mecanismos que podem explicar a ocorrência de 
fragmentação de DNA em espermatozóides: falhas durante a compactação da 
cromatina, apoptose abortiva e estresse oxidativo (37). Durante a 
espermiogênese, quando ocorre o alongamento das espermátides, as histonas 
nucleossomais são substituídas por protaminas, proteínas básicas, pequenas, 
e ricas em arginina e cisteína (83). Esta substituição ocorre por etapas, onde as 
histonas são substituídas por proteínas de transição – histonas específicas de 
células germinativas – e finalmente pelas protaminas (84). Como esta 
substituição confere à cromatina uma forma bastante compacta, são formadas 
quebras nas fitas em pontos específicos, para evitar estresse torsional à fita, e 
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estas são ligadas após o final da protaminação (85). Estas quebras transientes 
são orquestradas pela enzima topoisomerase-II presente na matriz nuclear, e 
alterações em sua atividade por estresse térmico podem causar a persistência 
desta fragmentação endógena ou não permitir uma protaminação completa, o 
que torna o DNA suscetível à ação de agentes genotóxicos como as EROs 
(37). 
 Além de falhas na protaminação, a alteração nos mecanismos de 
apoptose no testículo pode ser uma explicação para a presença de 
espermatozóides com DNA fragmentado no ejaculado (37), A apoptose ocorre 
normalmente durante todas as etapas da espermatogênese, e é responsável 
tanto pelo controle populacional quanto pela seleção de células germinativas 
que atingirão a maturidade (86). Quando há uma diminuição nos mecanismos 
de seleção no testículo, as células germinativas podem iniciar a apoptose, 
porém abortar este mecanismo e continuar a maturação (apoptose abortiva) 
(57). Por outro lado, o estresse térmico testicular é acompanhado por um 
aumento na perda de células germinativas por apoptose (12,34), o que gera 
uma aparente dicotomia de mecanismos: aumento e diminuição de apoptose. 
 Uma possível explicação para a ocorrência disto envolve os mecanismos 
de apoptose ligados à espermatogênese. Em camundongos o estresse térmico 
testicular agudo leva a um aumento na atividade dos membros pró-apoptóticos 
da família Bcl-2 em células germinativas, o que leva a uma diminuição na 
produção de espermatozóides maduros (87). Por outro lado, o sistema Fas-
FasL, mecanismo de seleção de células germinativas utilizado pelas células de 
Sertoli, não acompanha esta alteração (87). Apesar de, em um modelo de 
estresse térmico agudo, Miura et al. (2002) terem demonstrado um aumento 
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inicial nos níveis de Fas e FasL, este aumento foi acompanhado por uma 
diminuição subseqüente no nível de FasL em células de Sertoli (12). Isto pode 
ocorrer porque a apoptose causada pelas células de Sertoli é estimulada 
quando estas fagocitam a gota citoplasmática residual no final da maturação 
dos espermatozóides (1), e a diminuição na quantidade de células que atingem 
a maturação poderia levar a uma diminuição concomitante neste mecanismo 
de seleção. Estudos com modelo animal de varicocele poderiam explicar se 
estes mesmos mecanismos estão presentes em estresse térmico testicular 
crônico. 
 Por fim, o aumento de temperatura testicular não é acompanhado por 
um aumento no aporte sangüíneo arterial ao testículo, e este quadro de hipóxia 
pode levar a um aumento na produção de EROs (16,17,19). Além disto, a 
diminuição na renovação do sangue testicular pode levar a uma diminuição na 
concentração de antioxidantes no testículo (88). Desse modo, o estresse 
térmico no testículo pode causar aumento tanto na porcentagem de células que 
iniciam a apoptose e quanto na fragmentação de DNA nas células germinativas 
(89).  
 O excesso de EROs no sêmen está relacionado a taxas mais elevadas 
de fragmentação de DNA (35,36,89). Saleh et al. (2003) demonstraram que 
pacientes adultos com varicocele apresentam níveis elevados de EROs no 
plasma seminal associado a um aumento na taxa de fragmentação de DNA 
(35). 
 Os resultados deste estudo demonstram que a fragmentação em fita 
total de DNA de espermatozóides pode ocorrer mesmo quando não há 
alteração na qualidade seminal, quando avaliada por um espermograma 
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convencional. Ainda que não tenha sido demonstrada uma correlação entre 
grau de varicocele e taxa de fragmentação de DNA, mais estudos precisam ser 
realizados para que esta hipótese seja excluída. 
 Como a fragmentação do DNA nuclear dos espermatozóides está 
relacionada com a infertilidade masculina (35,36,38), a determinação da taxa 
de fragmentação de DNA pode ser importante como uma técnica adjuvante ao 
espermograma convencional. Isto ganha importância quando opções 
terapêuticas forem oferecidas aos adolescentes: causas de infertilidade podem 
estar presentes e não serem detectadas nos exames de rotina. Ainda, o reparo 
cirúrgico da varicocele pode melhorar estes resultados em adultos por remover 
a causa de base (91), mas estudos abordando especificamente este tópico em 
adolescentes ainda são necessários. 
 
5.2. Efeito da variação sazonal da expressão de proteínas em plasma 
seminal e espermatozóides de touros. 
 
 A temperatura testicular de bovinos deve ser mantida de 4 a 5ºC abaixo 
da temperatura corpórea (4). Como touros de linhagem européia (Bos taurus 
taurus) apresentam um mecanismo mais importante de retenção do que de 
perda de calor, estes animais apresentam diminuição de qualidade seminal 
quando expostos a temperaturas ambientais elevadas (52). 
 Apesar disto, no presente estudo foi observada uma maior concentração 
de espermatozóides no sêmen de touros durante o verão do que no inverno. 
Além disto, a contagem total de espermatozóides foi 60% mais elevada nestes 
animais durante o verão. Esta qualidade seminal superior pode ser devido a 
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diferentes esquemas de coleta de amostra durante o inverno e o verão. No 
verão, amostras seminais eram colhidas dos touros apenas 2 vezes por 
semana e com 2 coletas a cada dia, enquanto no inverno eram coletadas 3 
vezes por semana e com 3 coletas a cada dia. Estes esquemas diferentes são 
utilizados para evitar aumentar o estresse térmico nestes animais durante o 
verão. Apesar disto, diferentes esquemas de coleta não alteram a produção 
das proteínas do plasma seminal e dos espermatozóides. 
 No presente estudo, não houve diferença quanto à motilidade dos 
espermatozóides em cada estação (p=1,0). De acordo com a classificação 
utilizada na central, dois touros apresentaram diminuição na qualidade durante 
o verão (de “S” para “N”) e dois touros apresentaram melhora (de “N” para “S”). 
Como esta avaliação era feita nas centrais, uma avaliação mais detalhada 
(como através de análise computadorizada, ou porcentagem de células com 
motilidade progressiva) não foi possível. 
 No plasma seminal houve reação apenas para osteopontina e 
prostaglandina D-sintetase. Houve uma resposta ao anticorpo da glutationa S-
transferase µ1 (dados não demonstrados), porém a reação foi inespecífica, 
com várias bandas e nenhuma banda com peso molecular próximo ao 
esperado. Assim, a glutationa S-transferase µ1 foi removida da análise. No 
pellet de espermatozóides foi verificada reação para Fas, osteopontina e heat 
shock protein 70. 
 A prostaglandina D-sintetase independente de glutationa participa na 
conversão de prostaglandina H2 em D2 (92). Ela faz parte da superfamília das 
lipocalinas, um grupo de proteínas pequenas que participam no transporte de 
substâncias lipofílicas como retinol e hormônios esteroidais (93). Ela 
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provavelmente não apresenta função em espermatozóides maduros, mas sua 
presença parece estar mais ligada à função das células de Sertoli em estágios 
finais da maturação dos espermatozóides (92), e está mais presente em 
plasma seminal de touros com alta taxa de fertilidade (72). Neste estudo não foi 
observada alteração nos níveis de prostaglandina D-sintetase em plasma 
seminal de touros durante o inverno e o verão. Apesar disto, houve uma 
correlação entra a proporção (inverno:verão) de prostaglandina D-sintetase e 
osteopontina, o que sugere que as duas proteínas participam como 
marcadoras de fertilidade. 
 O Fas é um receptor de membrana da família do fator de necrose 
tumoral, e sua ativação pelo Fas-ligante (FasL) leva à apoptose (56). No 
testículo, o Fas é expresso principalmente em células da linhagem germinativa 
(94), enquanto o FasL é expresso em células de Sertoli (95). Em humanos, a 
presença do Fas em espermatozóides ejaculados está associada à infertilidade 
(57). Por outro lado, no presente estudo não houve diferença nos níveis de Fas 
presentes em proteínas extraídas de pellet de espermatozóides. 
Em um estudo utilizando imunohistoquímica para visualização do Fas 
em espermatozóides de touros, Meggiolaro et al. (2006) demonstraram que 
uma grande porcentagem de espermatozóides bovinos apresenta a marcação 
para o Fas, e que possivelmente o Fas assume uma função inibitória sobre a 
apoptose nos espermatozóides (96). Os autores ainda demonstraram que a 
localização do Fas assumiu uma distribuição regionalizada. Assim, poderia 
coexistir em um mesmo ejaculado células com alterações que apresentem o 
antígeno por terem sofrido apoptose abortiva e células sem alterações com 
apresentação fisiológica (96). Isto poderia explicar o motivo de a concentração 
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de Fas não ter variado no presente estudo. Assim, futuros estudos abordando a 
visualização das células marcadas com anticorpo anti-Fas poderiam 
demonstrar padrões diferentes de localização de acordo com o tipo de célula: 
alterada ou não. 
As heat shock proteins da família 70 são proteínas altamente 
conservadas expressas em resposta a várias formas de estresse celular 
(58,59,61). Existem duas isoformas principais, a HSP72, que apresenta 
expressão indutível em resposta ao estresse (97), e a HSP73, com padrão de 
expressão constitutiva relacionada principalmente ao crescimento (98). 
Já foram demonstrados níveis mais baixos de HSP72 em testículos com 
parada de maturação (99), e em sêmen com excesso de espermatozóides com 
citoplasma residual (100). Além disto, homens inférteis com 
oligoteratozoospermia idiopática apresentam níveis mais baixos de mRNA para 
a HSPA2, homóloga da HSP72 em humanos (101), e adolescentes com 
varicocele apresentam níveis mais baixos de mRNA para HSPA2 do que 
adolescentes sem varicocele ou adolescentes com varicocele e sem alteração 
seminal, demonstrando o efeito protetor da HSPA2 (102).  
 No presente estudo, não foi observada diferença no nível de expressão 
de HSP70 entre touros durante o verão e inverno. Como os touros eram de 
diferentes centrais de inseminação, algumas localizadas em regiões bastante 
quentes e úmidas durante o verão, outras em regiões com temperaturas mais 
amenas, é possível que não tenha ocorrido indução da expressão de HSP72. 
Além disto, o anticorpo utilizado era um anticorpo produzido contra HSP72 e 
HSP73 isolada de cérebro de bovinos. Com isso, caso tenha ocorrido algum 
aumento pequeno na expressão de HSP72, a quantidade de HSP73 poderia 
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mascarar este aumento e não permitir a visualização desta diferença. A 
produção de anticorpos monoclonais contra regiões específicas de cada 
proteína poderá permitir a visualização de cada uma individualmente. 
 A osteopontina é uma glicoproteína acídica de 55kDa rica em ácido 
aspártico, ácido glutâmico e serina (103). Originalmente descrita na matriz 
óssea mineralizada de bovinos (104), sua presença já foi descrita no trato 
reprodutivo de touros (105). Killian et al. (1993) demonstraram que touros com 
alto índice de fertilidade apresentavam níveis mais elevados de osteopontina 
no plasma seminal, avaliados através de eletroforese bidimensional em gel de 
poliacrilamida (74). 
 A função da osteopontina na fertilização ainda não está completamente 
elucidada. É sugerido que, via seu domínio de ligação RGD, ela possa interagir 
com integrinas presentes no oolema para facilitar a fusão após a penetração na 
zona pelúcida (106). Além disso, a criopreservação de sêmen bovino com 
10µg/mL de osteopontina purificada de leite pode elevar as taxas de fertilização 
em ciclos de fertilização in vitro (107).  
Neste estudo, a osteopontina foi detectada a 55kDa e a 41kDa em 
plasma seminal e a 85kDa, 55kDa e a 41kDa em pellet de espermatozóides. A 
osteopontina a 41kDa pode ser produto da degradação da osteopontina a 
55kDa, e isto pode ser verificado pelo fato de todas as bandas de peso 
molecular menor apresentarem intensidade de sinal menor. A banda de 85kDa 
pode ser fruto da ligação da osteopontina a integrinas de peso molecular baixo 
ou uma reação inespecífica do anticorpo.  
A expressão de osteopontina a 55kDa foi maior durante o inverno 
(p=0,047). A banda de 55kDa é um marcador de fertilidade em plasma seminal 
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de bovinos (73,74), o que sugere que as amostras dos touros durante o inverno 
apresentavam maior potencial de fertilização na inseminação artificial. Este 
resultado é interessante porque levanta a questão do efeito do estresse térmico 
mesmo em locais com temperaturas mais amenas, e levanta a pergunta do 
padrão destas proteínas em touros europeus em países tropicais com alta 
temperatura e umidade relativa do ar durante o verão, como no Brasil. 
 Apesar de não ser demonstrada diferença na quantidade de 
osteopontina nas proteínas extraídas do pellet de espermatozóides de acordo 
com a estação climática, houve uma correlação entre a proporção 
(inverno:verão) de HSP70 e de osteopontina (r=0,808; p=0,008) e uma 
tendência entre HSP70 e Fas (r=0,729; p=0,063). Apesar disto, esta correlação 
pode ser explicada pelo fato de que a proporção em todas as amostras não 
variou muito e não diferiu do valor de desafio (teste T de Student para amostras 
únicas – valor de desafio=1). Assim, a correlação provavelmente é um artefato 
estatístico. 
 Por fim, este estudo demonstrou que mesmo sob condições ambientais 
mais amenas, a expressão de osteopontina no plasma seminal – marcador de 
fertilidade em bovinos – apresenta uma variação sazonal e é mais elevada 
durante os meses mais frios do ano. Em países com verões mais úmidos e 
quentes estes resultados ganham importância, pois sugerem que a fertilidade 
dos touros europeus pode diminuir mesmo sem alterações seminais evidentes, 
porém estudos com animais sob estas condições são necessários. 
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6. Conclusão 
  
 Os resultados deste estudo permitem concluir que: 
 
6.1. Adolescentes com varicocele apresentam um aumento nas taxas de 
fragmentação de DNA nuclear de espermatozóides acompanhado de 
uma diminuição no volume testicular esquerdo, mesmo sem 
apresentarem alterações no espermograma convencional; 
6.2. Touros europeus da raça holandesa neste estudo apresentam uma 
diminuição no nível de osteopontina no plasma seminal durante o verão. 
Esta diminuição não é acompanhada por alteração no nível de 
prostaglandina D-sintetase no plasma seminal ou de osteopontina, Fas 
e heat shock protein 70 em proteínas extraídas de espermatozóides. 
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7. Anexos 
Anexo 1 
 
Quadro 1: Valores de normalidade para as variáveis seminais de acordo com a 
Organização Mundial da Saúde (1999) e morfologia pelo critério estrito de 
Kruger. 
 
Variável seminal Normal 
Concentração ≥ 20,0 x 106 espermatozóides/mL 
Motilidade  ≥ 50% de células com motilidade progressiva 
Morfologia > 14% de células ovais normais 
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Anexo 2 
 
Quadro 2: Valores individuais de idade e variáveis seminais nos adolescentes. 
Número Grupo Idade  (anos) 
Concentração
(milhões/mL) 
Motilidade 
(% progressivos) 
Morfologia 
(% normais)
1 Varicocele 16 64 54 8 
2 Varicocele 17 83 49 5 
3 Varicocele 16 59 54 9 
4 Varicocele 16 115 46 11 
5 Varicocele 17 101 52 6 
6 Varicocele 16 55 52 9 
7 Varicocele 16 69 57 7 
8 Varicocele 16 69 57 14 
9 Varicocele 16 94 52 6 
10 Varicocele 16 80 60 5 
11 Varicocele 16 53 59 4 
12 Varicocele 16 83 73 15 
13 Varicocele 16 57 73 13 
14 Varicocele 16 107 62 17 
15 Varicocele 16 81 46 14 
16 Varicocele 16 70 72 12 
17 Varicocele 16 85 62 9 
18 Varicocele 16 72 48 14 
19 Varicocele 16 93 54 5 
20 Varicocele 16 78 48 7 
21 Controle 16 85 53 11 
22 Controle 15 100 47 6 
23 Controle 16 93 52 5 
24 Controle 15 53 75 7 
25 Controle 17 75 80 7 
26 Controle 15 89 51 16 
27 Controle 17 78 83 11 
28 Controle 17 89 83 13 
29 Controle 16 91 75 15 
30 Controle 17 81 50 5 
31 Controle 16 170 83 9 
32 Controle 16 77 70 14 
33 Controle 16 84 45 6 
34 Controle 16 79 47 10 
35 Controle 17 47 73 18 
36 Controle 16 76 51 10 
37 Controle 16 115 43 15 
38 Controle 16 89 48 5 
39 Controle 15 70 50 8 
40 Controle 16 75 46 9 
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Anexo 3 
 
Quadro 3: Valores individuais de volume testicular em cada adolescente. 
Número Grupo Volume testicular direito (mL) 
Volume testicular esquerdo 
(mL) 
1 Varicocele 15 13 
2 Varicocele 15 15 
3 Varicocele 20 18 
4 Varicocele 15 12 
5 Varicocele 15 15 
6 Varicocele 25 22 
7 Varicocele 20 17 
8 Varicocele 20 15 
9 Varicocele 20 18 
10 Varicocele 12 12 
11 Varicocele 20 15 
12 Varicocele 20 17 
13 Varicocele 20 20 
14 Varicocele 25 20 
15 Varicocele 25 22 
16 Varicocele 20 15 
17 Varicocele 12 12 
18 Varicocele 15 12 
19 Varicocele 15 13 
20 Varicocele 20 15 
21 Controle 12 12 
22 Controle 25 25 
23 Controle 20 20 
24 Controle 15 15 
25 Controle 15 15 
26 Controle 25 25 
27 Controle 25 25 
28 Controle 20 20 
29 Controle 20 20 
30 Controle 20 20 
31 Controle 20 20 
32 Controle 20 20 
33 Controle 25 25 
34 Controle 15 12 
35 Controle 20 20 
36 Controle 20 20 
37 Controle 15 15 
38 Controle 20 20 
39 Controle 15 15 
40 Controle 20 20 
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Anexo 4 
 
Quadro 4: Valores de ensaio Cometa graus I, II, III e IV em cada adolescente. 
Número Grupo Grau I (%) 
Grau II 
(%) 
Grau III 
(%) 
Grau IV 
(%) 
1 Varicocele 8 34 25 33 
2 Varicocele 11 18 26 45 
3 Varicocele 15 40 18 27 
4 Varicocele 17 20 34 29 
5 Varicocele 19 39 10 32 
6 Varicocele 23 31 20 26 
7 Varicocele 24 39 17 20 
8 Varicocele 25 37 18 20 
9 Varicocele 27 39 20 14 
10 Varicocele 27 30 19 24 
11 Varicocele 28 38 16 18 
12 Varicocele 28 38 30 4 
13 Varicocele 29 30 23 18 
14 Varicocele 30 32 26 12 
15 Varicocele 32 17 45 6 
16 Varicocele 35 35 15 15 
17 Varicocele 37 39 14 10 
18 Varicocele 39 32 15 14 
19 Varicocele 45 27 5 23 
20 Varicocele 51 35 12 2 
21 Controle 39 40 13 8 
22 Controle 39 36 17 8 
23 Controle 39 40 13 8 
24 Controle 40 42 9 9 
25 Controle 40 36 15 9 
26 Controle 42 36 17 5 
27 Controle 43 34 16 7 
28 Controle 43 39 11 7 
29 Controle 44 38 12 6 
30 Controle 45 30 23 2 
31 Controle 47 32 13 8 
32 Controle 48 35 15 2 
33 Controle 49 38 9 4 
34 Controle 51 34 13 2 
35 Controle 52 31 12 5 
36 Controle 52 34 7 7 
37 Controle 55 39 0 6 
38 Controle 59 35 4 2 
39 Controle 60 28 6 6 
40 Controle 65 29 2 4 
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Abstract 
 
Objective: To verify if adolescent varicocele may cause an increase in sperm nuclear 
DNA fragmentation. To verify if there is a seazonal change in seminal and sperm 
protein expression in bulls of european origin (Bos taurus taurus). Methods: The study 
was divided into two stages. For the study in humans, 20 adolescents with varicocele 
and 20 adolescents without varicocele were included in the study, and collected semen 
samples after a 2 to 4 day period of ejaculatory abstinence. Sperm motility, morphology 
and concentration were analyzed, and sperm DNA fragmentation was assessed using 
an alkalyne Comet assay. For the bovine study, 12 bulls collected semen during 
summer and winter, and expression of Fas, osteopontin, prostaglandin D-synthase, 
glutathione S-transferase µ1, heat shock protein 70, and heat shock protein 90 were 
assessed bay polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting, both in seminal 
plasma and in sperm. Results: In the adolescents, no differences were observed in 
semen quality. However, when compared to adolescents without varicocele, 
adolescents with varicocele presented a lower percentage of cells without DNA 
fragmentation (28% and 48%, respectively, p<0,0001), and a higher percentage of cells 
with DNA fragmentation (20% and 6%, respectively, p<0,0001). In bulls, a positive 
reaction was observed only for osteopontin and prostaglandin D-synthase in seminal 
plasma, and osteopontin, heat shock protein 70, and Fas in sperm. Only osteopontin 
presented a lower expression level during summer (1.4 times higher in winter, p=0,047). 
Conclusion: Adolescents with varicocele present higher levels of sperm nuclear DNA 
fragmentation even without presenting abnormal semen values. European bulls present 
a decrease in osteopontin levels in seminal plasma during summer. This decrease is 
not accompanied by any alteration in prostaglandin D-synthase expression in seminal 
plasma or by Fas or heat shock protein 70 expression in sperm. 
 
Key words: heat-shock response, varicocele, DNA damage, alkaline comet assay, 
electrophoresis, polyacrylamide gel, blotting, western 
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